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Introduccion. Las lipasas son los biocatalizadores mas
importantes debido a la gran variedad de reacciones que son
capaces de catalizar. Estas enzimas catalizan, tanto la
hidrdlisis como la sintesis de una gran variedad de ésteres
carboxilicos, con una exquisita enantioselectividad, siendo
esta cualidad muy deseable para su aplicacion en quimica
organica, en particular para la sintesis de farmacos. La
seleccion de una adecuada lipasa para un proceso dado, es la
etapa mas ardua y dificil; puesto que los productos de las
reacciones son analizadas por HPLC, GC o NMR, que en el
mejor de los casos, cada determinacién toma al menos 4h. *
Para agilizar esta etapa, es imprescindible contar con un
método de andlisis rapido, sencillo y econdmico.

El objetivo del presente trabajo fue de proponer un método
con las caracteristicas anteriormente sefialadas, siendo usado
para determinar la enantioselectividad de diez extractos
enzimaticos crudos obtenidos por cultivo de hongos
termofilos y de veinte lipasas comerciales.

Metodologia. Las soluciones de sustratos fueron preparadas
al mezclar 500 pl de cada enantiomero de butirato de
glicidilo (100 mM, disuelto en acetonitrilo, conteniendo 10
mM de p-nitrophenol como indicador de pH), 500 pl de
acetato o butirato de resorufina como un compuesto de
referencia (1 mM, disuelto en acetonitrilo) y 9 ml de BES
25 mM, pH 7.2. En cada pozo de microplaca, fueron
agregados 20 ul de cada solucion de enzima a una apropiada
dilucion (en BES 2.5 mM, pH 7.2) y 100 pl de la solucién de
substrato. La placa fue colocada en un lector de microplacas,
monitoreando  simultdneamente  la  disminucién  en
absorbancia para el p-nitrophenol (a 410 nm) y el aumento
en absorbancia para la resorufina (a 570 nm). Los datos
fueron colectados cada 25 s, por triplicado, durante 20 min a
25°C, calculando las velocidades de reaccién.?

Resultados y discusion. Un nuevo método fue adaptado
para determinar rapida y facilmente la enantioselectividad de
extractos enzimaticos crudos y de lipasas comerciales de
diferentes fuentes biologicas. EI método consistio
basicamente en la medicién espectrofotométrica de la
protonacion de los aniones de p-nitrofenolato y de la
liberacion de la resorufina. La enantioselectividad fue
calculada usando las velocidades de reaccion de la hidrdlisis
de los enantidmeros de butirato de glicidilo, en competicion
con ésteres de resorufina. Este andlisis permitio la
cuantificacion simultanea de la enantioselectividad en 96
reacciones, en menos de 30 min.

El método propuesto fue aplicado a diez extractos
enzimaticos crudos provenientes del cultivo de hongos

termdfilos; asi como, a veinte lipasas comerciales de
bacterias, hongos y de mamiferos (Cuadro 1). A excepcién
de la lipasa de C. antarctica B, todas las lipasas ensayadas
hidrolizaron preferentemente el enantiémero S. Este método
permiti6 la determinacion precisa del coeficiente
enantiomérico (E), puesto que los valores obtenidos
concordaron con los valores de E determinados por métodos
quimicos clasicos (GC).

Cuadro 1. Enantioselectividad (E) de lipasas de hongos terméfilos y de

lipasas comerciales para los enantiémeros R y S del butirato de glicidilo.

Lipasas de hongos terméfilos Lipasas flingicas (comerciales)
cepa E E

8a 2.5 (S) Rh. oryzae 3.7 (S)
19 2.5(S) Rh. delemar 3.7 (S)
56¢ 3.0 (S) M. javanicus 5.4 (S)
13b 2.5 (S) H. lanuginosa 3.4 (S)
43a 2.3(S) A. niger 1.4 (S)
25¢ 1.1(S) P. camembertii 1.3(S)
42c 1.1(S) P. simplicissimum 1.0(S)
23a 1.1(S) C. rugosa 2.5(S)
9a 1.1(S) C. antarctica A 1.3(S)
13a 5.5(5) C. antarctica B 3.8 (R)
Lipasas mamiferos E F. solani 1.3(S)
Humano 12.4 (S) Rh. homothallicus 5.8 (S)
Perro 47(S) Lipasas bacterianas E

Cerdo 11 (S) P. cepacia 3.6 (S)
Caballo 4.2 (S) P. glumae 1.4 (S)
Rata 5.9 (S) P. fluorescens 2.6 (S)

La letra S o R indica el enatiomero que es preferentemente hidrolizado.

Conclusiones. Este método puede ser aplicado para la
determinacién simultanea de la enantioselectividad de
numerosas muestras enzimaticas provenientes de fuentes
bioldgicas silvestres o de variantes de proteinas generadas
por evolucién dirigida, usando directamente en el ensayo, el
sustrato (i.e. ésteres) de interés para un proceso dado.

Bibliografia.

1. Kazlauskas, R., Janes, L., Loéwendahl, C. (1998).
Quantitative screening of hydrolase libraries using pH
indicators:  ldentifying active and enantioselective
hydrolases. Chem. Eur. J. 11: 2324-2331.

2. Kazlauskas, R., Man Fai Liu, A., Somers, N. (2001).
Mapping de substrate selectivity of new hydrolases using
colorimetric screening. Tetrahedron:Asymmetry. 12: 545-
556.



	1: 


